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fS (54) Bezeichnung: REKOMBINANTE MVA-STAMME ALS POTENTIELLE IMPFSTOFFE GEGEN/> FALCIPARUM MALA- 
QO 

m 

O (57) Abstract; The invention relates to MVA-based recombinant viruses comprising at least one nucleic acid coding for Plasmodium 
^ falciparum MSP-1 protein, a fragment or mutein thereof. The invention also relates to a method for the production of recombinant 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifift rekombinante Viren auf MVA-Basis, die wenigstens eine ein Plasmo- 
dium falciparum MSP-l-Protein, ein Fragment oder Mutein davon kodiercnde Nukleinsaure umfassen. Femer werden Verfahren 
zur Herstellung der rekombinanten Viren, Virus enthaltende Vakzine und die Verwendung der rekombinanten \^ren zur Prophylaxe 
und/oder Therapie von Malaria bereitgestellt. 
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Rekombinante MVA-Stslmme als potentielle Impfstoffe 
gegen P.fa/c/parcym-Malaria 

Einleitunq 

Die Erfindung betrifft die Herstellung rekombinanter VacciniaA/iren des Stamms MVA 
{Modifiziertes Vaccinia Virus Ankara) zur rekombinanten Herstellung des vollstandigen 
Malaria-Antigens gp190/MSP-1 des Malariaenregers Plasmodium falciparum sowle 
einzelner natUrllch vorkommender Domanen und Telle derselben. Femer betrifft die 
Erilndung die Nutzung der rekombinanten MVA, welche die synthetische DNA-Sequenz 
des Malaria-Antigens sowie Teile derselben Integriert In das Virus-Genom tragen als 
Impfstoff zur Immunislerung gegen Malaria. 



Malaria zahlt zu den- gefflhriichsten Infektlonskrankheiten der Welt. Schatzungen der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge werden jaliriich 400 bis 900 Millionen 
Krankheitsepisoden registriert. Nach Infomnationen der Multilateralen Initiative gegen 
Malaria (MiM) sterben zwisclien 700.000 und 2,7 Millionen Menschen jedes Jahr an der 
Infektion (MIM, 2001). Dabei sind in 99 Lflndem 40% der Weltbevolkerung einem 
Malariarlsiko ausgesetzt. Verursacht wird die Krankheit durch einzellige Protozoen der 
Gattung Plasmodium aus dem Phylum Apicomplexa. Es gibt vier Arten, die den 
Menschen infizieren: Plasmodium malariae, verantwortlich fur Malaria quartana, 
Plasmodium vivax und Plasmodium ovale, beide verursachen Malaria tertiana und 
schlieBlich Plasmodium falciparum, der Erreger der Malaria tropica und letztlich 
verantwortlich fur fast alle todlichen Infektionen. 

Ihre Verbreitung nimmt derzeit wieder zu. Dies ist vor allem auf eine intensive 
Resistenzbildung der Maiaria-Erreger zurQckzufuhren, die dadurch gefOrdert wird, dass 
die zur Therapie benutzen Medikamente ebenfalls zur Prophylaxe empfohlen und 
eingesetzt werden. Neben der Suche nach neuen Chemotherapeutika konzentriert sich 
die Forschung auf die Entwicklung von Impfstoffen, da im Laufe von Malaria-lnfektionen 
im Menschen Immunitatsmechanismen einsetzen, die sich in einer erhohten 
Widerstandsfahigkeit gegenQber den Plasmodien Sudert, wie sich in der Entwicklung 
verschiedener Arten von Immunitat bei Menschen in Malaria-epidemischen Reglonen 
zelgt. 
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MSP-1 als potentieller Impfstoff 

MSP-1, das Hauptoberfiachenprotein von Merozoiten, der invasiven Form der 
Blutstedien der Malaria-Erreger, ist ein 1 90 - 220 kDa Protein. Dieses Protein wird spat 
wShrend der Entwicklung der l\/lerozoiten in kleinere Proteinfragmente prozessiert, die 
bis zur Invasion von Erytlirozyten durcli die Parasiten als Komplex verankert Qber einen 
Glycosylphospliatidyl-lnosltol-Anker auf der Merozolten-Oberfiache vorliegen und isollert 
warden konnen. 

Die Sequenzen der MSP-1 -Proteine verschiedener P. fa/c/parum-Stamme fallen in zwei 
Gmppen, die nach zwei reprasentativen Isolaten K1 und MAD20 benannt wurden. 
Insgesamt besteht das Protein aus mehreren liochkonservierten Regionen, aus 
dimorphen Bereiclien, die sich jeweils einer der beiden zuordnen lassen und aus zwei 
relativ kleinen oligomorphen BICcken Im N-terminalen Teil des Proteins (Fig. 1; Tanabe et 
al., 1987). 



Die Immunlslerung von Mausen mit dem aus P. j«je///-Parasiten aufgerelnigten Protein 
schQtzte die Tiere vor der andemfalls tedllchen Ihfektlon (Holda: and Freeman, 1981). 
Auch der Transfer von monoklonalen Antikarpem gegen MSP-1 von P. yoelii vermittelte 
Schutz im Mausmodell (Majarian et al., 1984). 

Neben Studien an Mausen wurden auch SaimM und /\ofus-Affen mit natlvem, 
ImmunafRnitatsgereinigtem MSP-1 immunisiert. In diesen Versuchen schQtzte das aus P. 
falciparum gewonnene Protein partiell (Perrin et al., 1984) bzw. vollig (Siddiqui et al., 1987) 
gegen die folgende Infektlon mit dem Parasiten. 

Eine Aufreinigung von nativem Material aus Plasmodien ist allerdings aufwendig und 
lasst keine Produktion im groBen Maftstab zu. Daher konzentriert sich die Impfstoff- 
Forschung auf die Entwicklung rekombinanter Vakzine. 

So wurden Mause erfolgreich mit aus E. coli Oder Saccharomyces cerevisiae 
gereinigtem MSP-1-19 immunisiert (Daly and Long, 1993; Ling et al., 1994; Tian et al., 
1996; Hirunpetcharat et al., 1997), ebenso wie MSP-1-19 tragendes Mycobacterium bovis 
(Matsumoto et al., 1999). Alternativ zur Immunisierung mit nativen Oder rekombinanten 
Proteinen wurde auch fOr MSP-1 -19-kodierende DNA als Impfstoff eingesetzt und 
schQtze immunisierte Mause vor der Infektion mit P. chabaudi (Wunderlich et al., 2000). 
Die Immunisierungen von Affen mit rekombinantem MSP-1-19 und MSP-1 -42 aus P. 
falcipamm vermittelte teilweise Schutz (Kumar et al., 1995; Egan et al., 2000; Chang et al., 
1996; Stowers et al., 2001). Die Interpretation von Immunsierungsversuchen an Affen ist 
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allerdings nur bedingt m6glich, da eine statistische Auswertung der Ergebnisse auf 
Grund der geringen Versuchstierzahlen nicht gegeben ist 

In Phase I und II Studien zu MSP-1-Fragmenten als Impfstoff wurde deren 
Immunogenitat auch im Menschen gezelgt. Dabei handelte es sich urn p19 aus P. 
falciparum fuslonlert an ein T-Helfer-Zell-Epitope des Tetanustoxins (Keitel et al., 1999) 
und die MSP-1-Blficke 3 und 4 (Saul et al., 1999; Genton et al., 2000). 
EInlge epidemiologische Studien In endemischen Gebieten zeigten bel Envachsenen 
eine Korrelation zwischen AntikOrpertitem gegen MSP-1 und der Immunltat gegen 
Malaria (Tolle et al., 1993; RUey et al., 1992; Riley et al., 1993). 

Diese Untersuchungen zusammen mit den Immunlsierungsstudien an Tieren belegen, 
dass es sich bel MSP-1 urn einen vieiversprechenden Kandidaten zur Entwicklung eines 
Malaria-impfstoffs handelt. 

Generell lassen sich diese Studien in 2:wel Ansdtze unterschelden, entweder wurde aus 
Parasiten aufgereinigtes Material Oder in heterologen Systemen gewonnenes Material 
eingesetzt. 

Sowohl fur Funktionsuntersuchungen als auch fur den Einsatz als Impfstoff mQssen 
Proteins in guter Ausbeute, hoher Qualitat und reproduzieri^ar herzustellen sein. Zwar 
lalSt sich MSP-1 aus Parasiten aufreinigen, allerdings ist dies nur im kleinen Malistab 
unter grolSem AulSwand moglich und daher fQr die Gewinnung von MSP-1 nach den 
genannten Kriterien auf diesem Weg nicht durchfiihrtaar. 



Vaccinia-V\ren gehoren zur Gattung Orthopoxvirus in der Unteri'amllie der 
Ciiordopoxvirinae. Es handelt sich bel den Pocken-Viren um komplexe Vlren, die mit 
einem doppelstranglgen DNA-Genom von ca. 200 kb und einer GrORe von 250 x 350 nm 
zu den grO&ten bekannten Viren gehOren. Sie bestehen aus einem quaderfOrmigen 
Virion, das von eIner MembranhQIle umgeben ist. In der Wirtszelle verl3uft die 
Replikation und Generation der Pocken-Viren ausschlielillch im Zytoplasma (zur 
Oberslcht: Moss et al., 1996). Dabei besitzen Vaccinia-\/\ren ein sehr breites 
Wirtszellspektrum, sie inflzieren nahezu alle Zellen sowohl von Menschen als auch 
Tieren stammend. 1953 isolierte und relnigte Anton Mayr den Dennovacclnla-Stamm 
Chorioallantois Vaccinia Ankara (CVA). Dieses Virus wurde Qber fortlaufende Passage 
auf HQhner-Embryo-Fibroblasten weiter vermehrt, und heraus kam ein attenuiertes Vims, 
das in Tier und Mensch keine Viailenz mehr zelgte (Stickl et al., 1974). Ungeachtet 
dessen konnte das Virus weiterhin zur Immunprophylaxe gegen durch Orthopockenviren 
hervorgemfenen Erkrankungen bel Mensch und Tier eingesetzt werden (Stickl et al.. 
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1974). Nach seinem Ursprungsort wurde dieses Virus Modifiziertes Vaccinia-Virus 
Anl<ara (MVA) genannt. 

Molekulargenetisch betrachtet hat das Virus wflhrend der Qber 570 Passagen auf 
HQhner-Embryo-Flbroblasten 31 kb DNA-Sequenz seines Genoms, hauptsflciilich in 
Form sechs grolier Deletionen verioren. darunter wenlgstens zwei Gene, die das 
Wirtszellspektrum und damit die Replikationsfaiiigkeit des Virus bestimmen (Meyer et al, 
1991). Die Bildung infektiOser Vimspartikel ist bei der MVA-lnfektion in den meisten von 
Saugetieren stammenden Zellen, einscliiieBlich Zellen von IVIensclien, erst selir spat im 
Infektionszyklus auf der Stufe des Virionenzusammenbaus blockiert, d.li. virale Gene 
unter der Kontrolle von Promotoren sowolil zur frQhen als aucli intermediaren und spaten 
Transkription kOnnen aucli in nicht permissiven Zellen exprimiert werden. Das 
unterscheidet MVA von anderen attenuierten und replikationsdefizienten Pockenviren, 
wie z. B. Vaccinia-Virus NYVAC Oder Kanarienpockenvims ALVAC. deren Infektion in 
den meisten vom SSugetler stammenden Zellen bereits vor der viralen DNA-Replikation 
unterbrochen ist (Tartaglia et al., 1992, Sutter and Moss, 1992). 



Zur Malariaimpfstoffentwlcklung warden verschiedene rekombinante VacciniaA/\ren 
eingesetzt, dabel wurden replikationskompetente Viren des Typs Western Reserve und 
Copenhagen und attenulerte Viren der Typen NYVAC, ALVAC oder COPAC verwendet 
(Kaslow et al., 1991; Etlinger and Altenburger, 1991; Aidoo et al., 1997; Allsopp et al., 
1996). 

Im Zusammenhang mit dam attenuierten \/acc/>7/a-Virus MVA wurden lediglich rekombinante 
Viren beschrieben, welche CSP aus dem Nager-Parasiten Plasmodium bergtiei als Malaria- 
Antigen tragen (Schneider et al., 1998; Plebanski et al., 1998; Degano et al., 1999; Gilbert et 
al., 1999). 



Femer sind rekombinante Vacc/n/a-Viren beschrieben, die eine MSP-1-kodierende Sequenz 
enthalten. Die Autoren einer Publikatlon geben an, die native MSP-1-kodierende Sequenz in 
das Genom des Virustyps Western Reserve integriert zu haben, unterstutzen diese Aussage 
aber nicht experimentell (keine Restriktionsanalysen, PCR, Nothemblot-, Westemblot- 
analysen etc.). Eine Immunisierung von Saimlri-Affen mit diesen rekombinanten Viren fuhrte 
nicht zur Bildung MSP-1-spezifischer Antikorper und blieb uberdies auch ohne messbaren 
Einfluss auf die humorale Immunantwort gegen MSP-1 nach einer P. fe/c/pamm-lnfektion 
(Pye et al., 1991). 

In einer weiteren Veroffentlichung wird der Vektor NYVAC-Pf7 beschrieben, der unter 
anderem msp-f aus P. falcipamm exprimiert. Die Seren von zwei der sechs immunisierten 



wo 2004/038024 .|||^ ^^T/£P2003/0 10723 

Rhesusaffen zeigen in der Westernblotanalyse keine in der Publikation erkennbaren Signale 
gegen natives MSP-1. Die Signale von drei weiteren Tieren erkennen lediglich Teile des 
Proteinkompexes, und nur das Serum eines der immunisierten TIere erkennt ein breiteres 
Bandenspektrum. Insgesamt ersclieinen jedocli auch diese Signale scliwach. Quantitative 
Analysen zu MSP-1-spezifischen Antikorpern durch ELISA NAAjrden nicht angefuhrt (Tine et 
al., 1996). 

In Humanversuchen der Phase l/lla mit NYVAC-Pf7 wurden weder eine zellulare 
Immunantwort gegen MSP-1 noch eine durch ELISA nachweisbare humorale Immunantwort 
nachgewiesen (Ockenhouse et al., 1998). 

Im Gegensatz dazu weisen Tine et al. (1996) intaktes MSP-1 in der Westemblot-Analyse 
nach, wobei widerspruchlich erscheint, dass MSP-1 mittels P. fylciparum Signalsequenzen 
(vgl. Publikationen von Moran and Caras, 1994, Yang et al., 1997) aus der Zelle transportiert 
wird. 



Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde ein rekombinantes 
\/acc/md-Virus bereitzustellen, das fdhig ist 

- DNA-Sequenzen, welche MSP-1 aus P. falciparum bzw. Teibereiche desselben 
kodieren, stabil integrlert zu enthalten, 

- diese Sequenzen effizient und reproduzierbar zu exprimieren und damit 

- MSP-1 Protein in sekretierter Oder Oberflachen-verankerter Form herzustellen, um 
-einen Wirt zu immunisieren und dabei 

- eine zellulare und humorale Immantwort hervorzurufen. 

Die der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe wird gelflst durch die 
Bereitstellung eines rekombinanten MVA-Virus, das zur Infektion, Replikation und 
Expression von MSP-1 in einem Wirt fahig ist. Ferner werden Verfahren zur Herstellung 
und Verwendung des rekombinanten Virus angegeben. 

Erfindungsgemaft bedeutet der Ausdruck "Virus auf MVA-Basis" ein von MVA 
abgeleitetes Virus, das in nicht-essentiellen Regionen des VIrusgenoms eine Oder 
mehrere Mutationen aulweist. Die essentiellen Regionen des MVA-Virus sind hierbei alle 
Genomabschnitte des MVA-Virus, die fQr den Erhalt der viralen Genexpression und die 
Vermehnjngsfahigkeit des MVA-Virus notwendig sind, hierzu zahlen z. b. die fQr virale 
RNA-Polymerase-Untereinheiten bzw. die virale DNA-Polymerase kodlerenden 
Gensequenzen. Vorzugsweise ist das Virus auf MVA-Basis das MVA-Virus. 
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Das aus dem Stand der Technik bekannte Vacc/n/a-System NYVAC-Pf7 beruht auf dem 
Basisvirus NYVAC, welches ursprQnglich dem V^acc/n/a-Vlrus-Stamm Copenhagen 
entstammt und durch die gezlelte Deletion von 18 offenen Leserastem attenulert wurde. 
Jedoch 1st be! NYVAC in Saugerzellen die DNA-Replikation blockiert (Tartaglla et al., 
1992). wahrend bei MVA die Vimsassemblierung unterbunden wird. Dies hat den Vorteil, 
dass im Gegensatz zu NYVAC in MVA die spate Genexpression stattfindet, welche fQr 
die Expression rekombinanter Gene genQtzt werclen kann. MVA kann daher sowohl 
wahrend der firQhen Transkriptionsphase bevorzugt eine zytotoxische T-Zell-Antwort 
induzieren ais auch den humoralen Zweig der Immunantwort durch die hohe Protein- 
Expression wahrend der spaten Phase stimulieren. 

MVA, das bereits wahrend der Pockenschutz-lmpfkampagne umfangreich eingesetzt 
wurde. giit als sehr sicheres impfvirus am l\Aenschen (Stick! et al., 1974). 

Erfindungsgemafi wird ein rekombinantes Virus auf MVA-Basis bereitgestellt, umfassend 
wenigstens eine ein P. falciparum MSP-1 -Protein, ein Fragment Oder iVlutein davon 
kodierende Nukleinsaure. 

Die MSP-1 -Aminosauresequenz ist aus Offentlich zuganglichen Datenbanken erhaltiich. 
3D7 (l\/IAD20-lsolat): CAA84556: FCB-1 (Kl-lsolat): CAB36903. Beides aus der NIH- 
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Besonders bevorzugt ist die MSP-1 -Protein kodierende Nukleinsaure eine in ihrem AT- 
Gehalt verringerte Nukleinsaure wie beschrieben in DE 19640817 Al, deren 
Offenbarungsgehalt hiermit aufgenommen wird. Insbesondere ist eine Nukleinsaure 
bevorzugt, die von der P. fa/c/panym-MSP-1-Sequenz abgeleitet ist und bei der ein 
Grofiteil der Plasmodium-Codons so ausgetauscht wurde, das die Codonhaufigkeit des 
synthetischen Gens der humanen entsprlcht, ohne dabel die Aminosauresequenz zu 
verandern.. 

Geman einer bevorzugten AusfQhmngsfomri Ist das MSP-1 -Protein das MSP-1 des 
Isolats 3D7. das MSP-1 -Proteins das nachfblgend als "MSP-1 D" bezeichnet wird. 
Altemativ kann das MSP-1 -Protein des FCBI-Stammes sein, das nachfolgend als "MSP- 
1F' bezeichnet wird. Das MSP-1 -Protein umfasst vorzugsweise auch Fragmente dieser 
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beiden Formen von MSP-1. Besonders bevorzugt sind hierbei allein Oder in Kombination 
die Fragmente von MSP-1 F p83, p30, p38, p33 und p19. Besonders bevorzugt allein 
Oder in Kombination, wobei hier ebenfalls Kombinationen mit MSP-1 F-Fragmenten 
umfasst werden, sind Fragmente von MSP-1 D. insbesondere p83, p30, p38, p33 und 
p19. Insbesondere 1st die Kombination p83 und p30 sowie p38 und p42 bevorzugt. Die 
Lage der Fragmente ergibt sich hierbei aus Abbildung 1. Ferner umfasst werden auch 
das Fragment p42 von beiden MSP-1 -Formen. 

Das MSP-1 -Protein kann ebenfalls ein Mutein der P. falciparum MSP-1 -Sequenz sein, 
das sioh durch Addition, Deletion, Insertion, Inversion Oder Substitution einer Oder 
mehrerer AminosSuren von der MSP-1 -Sequenz des Wildtyps unterscheidet. 

In einer bevorzugten AusfQhmngsform umfasst das erfindungsgemaiie Virus einen zur 
Expression geeigneten Promotor, wobei die msp-f-kodierende Sequenz unter der 
Kontrolle des Promoters steht Der Promotor kann hierbei ein MVA-Promotor sein, wobei 
der Promotor ein frtlher, intermediarer Oder spater Genpromotor Oder eine Kombination 
davon sein kann. Jedoch sind auch nicht-MVA-Promotoren umfasst, die zur Expression 
in dem verwendeten Expressionssystem fahig sind. Hierbei konnen sowohl konstitutlve 
ais auch induzierbare Promotoren verwendet werden. Zur Large Scale Protein- 
Produktion kann hierbei ein starker Vaccinia Vlrus-Promotor, wie der synthetische spate 
Oder fruhe/spate Promotor oder das HybridVaccinia/T7 Polymerasesystem verwendet 
werden; zur Induktion von MHC-Klasse 1 - restringierter zytotoktischer T-Zeliantwort in 
vivo kann bevorzugt ein naturiich vorkommender fruher oder Tandem-fQher/spater 
Promotor verwendet werden; weiterhin kann das E. coli lac repressor/Operatorsystem 
Oder das HybridVaccinia/T7-System zur Initiation der Genexpression verwendet werden; 
(Methods in Molecular Biology, Volume 62, Herausgeber Rocky S. Tuan. Humana Press, 
Broderund Earl, Seite 176, mitweiteren Nachweisen). 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das Virus ferner einen 
Selektionsmarker. Der Selektionsmarker ist hierbei zur Selektion und/oder zum 
Screening In bekannter Weise geeignet Geeignete. Selektionsmarker umfassen hierbei 
beispielsweise das E. coli /acZ-System, das Selektions-System unter Venvendung von 
E. coli Xanthin-Guanin Phosphoribosyl Transferase (XGPRT)-Gen. Zusatzlich konnen 
Selektionsmethoden verwendet werden, welche die Wirtszellspezifitat der Viren 
verandem (Staib et al., 2000). Weitere im Stand der Technik bekannte Selektionsmarker 
kOnnen verwendet werden. 
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Gemali einer weiteren bevorzugten Ausfuhmngsform ist die NukleinsSure am 6 Ende mit 
einer Signalpeptidsequenz kodierenden Nukleotidsequenz fusioniert. Wie aus dem Stand 
der Technik bekannt, warden die Signal- und Anker-Sequenzen aus P. falciparum bei 
Expression in Saugerzellen nicht erkannt. bzw. nicht konrekt prozesslert (Moran und 
Caras, 1994; Burghaus et a!., 1999; Yang et aL, 1997), 

Das Problem der selektiven Steuerung des intrazellularen Gating wird durch die 
Verwendung der Signalsequenzen des humanen "Decay-Accelerating-Factors" (DAF) 
gelOst (Fig. 2), Geelgnete SIgnalpeptidsequenzen sind spezifisch fQr hohere 
Eukaryonten. Beispiele fQr solche Signalsequenzen neben denen des Decay- 
Accelerating-Factors sind Immunglobuline Oder Signalpeptide verschiedener 
Wachstumsfaktoren und Zytokine (von Heijne, 1985). Gemaii einer bevorzugten 
AusfQhrungsform steuert die Signalpeptidsequenz die Sekretlon des Genproduktes, 
beispielsweise Cytokine, AntikOrper etc.. 

Femer sind Signalsequenzen bevorzugt, die zu einer GPI-Verankerung des C-Terminus 
des Genproduktes an der Zelloberflache fuliren, wie bei den humanen DAF. Alternatlv 
sind Peptidsequenzen bevorzugt, die die m'embranstandige Lokalisierung des 
Genproduktes steuem, wie im Falle von Immunglobulinen des l\/l-lsotyps Oder des 
Vesicular Stomatitis Virus-G Proteins. 

Gemali einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform kann das Virus femer geelgnete 
Splice Donor- und Splice Akzeptor-Stellen enthalten, so dass eine entsprechend 
gespleilite mRNA entsteht, die zur Translation innerhalb des zu behandelnden 
Individuums geeignet ist. Die Nukleinsaure kann femer eine Sequenz enthalten, die als 
RIbosomenbindungsstelle geeignet ist. 

Nach einer weiteren AusfQhrungsform der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung 
eines rekombinanten Virus bereitgestellt, wobei das Verfahren die Schritte umfasst: 

a) Transfizieren einer eukaryontischen Wirtszelle mit einem Transfervektor, wobet der 
Transfervektor 
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i) eine Plasmodium falciparum MSP-1, ein Fragment oder ein Mutein davon 
kodierende Nukleinsaure umfasst, wobei das Mutein sich durch Addition, 
Deletion, Insertion, Inversion oder Substitution einer oder mehrerer Aminosauren 
von der MSP-1 -Sequenz untersclieidet, und gegebenenfalls die kodierende 
Sequenz fCir einen Selektionsmarker umfasst; und DNA-Sequenzen umfasst, die 
als Promotoren fQr die Transkriptionskontrolle der kodierenden Sequenzen 
dienen; 

ii) die Nukleinsaure nach i) von MVA-Sequenzen 5' und/oder 3' flanklert sind, wobei 
die Sequenzen zur liomologen Rekombination mit genomiscfier MVA-DNA in der 
Wirtszelle geeignet sind; 



b) Infizieren mit einem Virus auf MVA-Basis, vorzugsweise MVA; 



c) Kultivieren der Wirtszelle unter zur homologen Rekombination geeigneten 
Bedingungen; und 



d) isolieren des rekombinanten Virus auf MVA-Basis. 



Bevorzugt ist die Wirtszelle ausgewShlt aus RK13 (Rabbit Kidney cells), BHK21 (Baby 
Hamster Kidney cells) oder primSren CEF (Chicken Embryo Fibroblast cells). 



Der Transfervektor kann ein typlsctier Vaccinia Virus Transfervektor sein, der 
beispielsweise ausgewShlt ist aus pGS20, pSC59, pMJ601, pSC65, pSC11, pCF11 und 
pTKgptFIs Oder Vektoren die davon abgeleitet sind; siehe Metliods in Molecular Biology, 
Volume 62, siehe vorstehend, Broder und Earl, Seite 176 und weitere darin genannte 
Referenzen, insbesondere Earl, Cooper und Moss (1991) in Current Protocols in 
molecular biology (Ausubel et al.) Wiley-lnterscience, New Yori^. Seiten 16.15.1- 
16.18,10. Die Transfektion erfolgt nach im Stand derTechnik bekannten Bedingungen. 

Die Nukleinsaure kann hierbei die fQr die Nukleinsaure des Virus ausgefQhrten 
Modifikationen haben. 



Die Nukleinsaure nach i) ist von MVA-Sequenzen oder Komplementaren davon 5' 
und/oder 3* flankiert; bevorzugte flankierende MVA-Sequenzen sind DNA Sequenzen 
jeweils 5' und 3' von natQrIich aufgetretenen Deletionsstellen im MVA-Genom, z. B. 
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Deletionsstellen II, III, Oder VI wie beschrleben in Meyer H., Sutter G., Mayr A. (1991) J. 
Gen. Virol. 72, 1031-1038 bzw, wie ersichtlich aus der vollstandlgen Genomsequenz des 
MVA-Virus (Antoine et al 1998, Virology 244, 365-396). Vorzugsweise umfasst der 
Transfervektor weiterhin einen Selektlonsmarker wie beisplelsweise eine Antibiotika- 
resistenz oder einen Stoffwechselmarker. Gmndsatzlicli sind jedoch alle im Stand der 
Technik bekannten Selektlonsmarker umfasst. 



Zur effizienten homologen Rekombination sollten die die zu inserierende Nukleinsdure 
flankierenden MVA-DNA-Sequenzen eine LSnge von jeweils wenigstens 0.5 kb 
aulweisen. 

Die Wirtszelle wird mit dem Transfektionsvektor transfiziert nacli bekannten Verfaliren. 
Die Infektion mit M\/A erfolgt nacli Standardbedingungen (Staib et al., 2000). 

Das Isolieren des rekombinanten l\^VA-Virus erfolgt auf der Grundlage des 
Selektionsmarkers innerhalb der Sequenz nach Alternative (i). Das rekombinante MVA- 
Virus kann entweder direkt aus dem Lysat der kultivierten Wirtszellen Oder aus dem 
KulturQberstand gewonnen werden. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform wird ein Vakzin berelt gestellt, das umfasst: 

a) das erfindungsgemSfie rekombinante Virus; und 

b) einen pharmakologisch vertrSgliclien Trdger. 

Als pfiamriakologisch vertrSgliclie Trflger sind hierbel sSmtiiche im Stand der Technik 
bekannten TrSger und VerdQnnungsmittel geeignet Sofem eine bestlmmte Applikations- 
art beabsichtigt ist, kann der pharmakologisch vertragllche TrSger in bekannter Welse 
ausgewdhit oder geSndert werden. 

Das Vakzin kann subkutan, intramuskuiar, intravends, transdennal. Intraperitoneal oder 
oral verabrelcht werden. Das Vakzin wird zur Prophylaxe und/oder Therapie von Malaria 
be! Mensch und Tier angegeben. 

GemaiS einer bevorzugten AusfOhrungsfonn kann das Vakzin femer MSP-1, ein 
Fragment oder ein Mutein davon. das sich durch Addition, Deletion, Insertion, Inversion 
Oder Substitution einer oder mehrerer Aminosauren von der Plasmodium falciparum 
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MSP-l-Sequenz unterscheidet, und/oder eine dieses kodierende NukleinsSure 
enthalten. Besonders bevorzugt ist das MSP-1 -Protein hierbei rekombinant hergestellt. 
insbesondere rekombinant in E. colL Die MSP-1 Oder ein l\/lutein davon kodierende 
NukleinsSure ist, vorzugsweise eine solche, die bezQglich ihres AT-Gehaltes verringert 
ist. Insbesondere bevorzugt ist eine solche Nukleinsaure wie in DE-1 964081 7 A1 
beschriet)en, bei der insbesondere Plasmodium falciparum-Codons gegen liumane 
Codons ausgetauscht sind, oline die Aminosflure-Sequenz liierbel zu verSndem. 

Sofern das Vakzin sowolil das rekombinante Virus als auch MSP-1, ein Fragment Oder 
ein I\/lutein davon bzw. die kodierende Nukleinsaure umfasst, so kann das Vakzin in Kit- 
Form vorliegen. Es ist somit geeignet zur simultanen, sequenziellen Oder getrennten 
Verabreichung der beiden Komponenten des Vakzins. 



Die nachfolgenden Beisplele sollen die Erfindung veranscliauliclien, bescjirSnken jedocli 
nicht deren Gegenstand. 



Fig. 1: Primare Struktur der MSP-I aus den P. faiciparum Stammen FCB-I und 
MAD20. 

Die Pfeile oberlialb der Sequenz kennzeiclinen die Prozessierungssteilen der nativen 
Proteine (Holder et al., 1987), welclie MSP-1 in die Fragmenten p83, p30, p38 und p42 
teilen, die als Komplex auf der ParasitenoberflSche verankert sind. Im zweiten 
Prozessierungsschritt wird p42 zu p33 und pi 9 gespalten. Die Pfeile unterhalb der 
Darstellungen bezeichnen die einmalig vorkommenden Endonuklease-Schnittstellen der 
synthetischen DNA-Sequenzen. 
AbkQrzungen: SP = Signalpeptid, GA = GPI-Anker 



Fig. 2: Expression von mspid'38/42 in mit reliombinanten MVA'^infizierten HeLa^ 
Zellen 

HeLa-Zellen wurden mit rMVA-msp1d/38+42S bzw. rMVA-msp1d/38+42A infiziert und 
anschlleliend fixiert. Die zweite und vierte Zeile zeigt Jewells Zellen, die nach der 
Fixierung mit Triton X-100 pemneabillsiert wurden, wahrend die Membran der Zellen In 
Zeile eins und drei intakt blieb. Die so behandelten Zellen wurden mit mAk 5.2, der ein 
fQr MSP-1 spezlfisches, konformationelles Epitop in C-terminalen Teil des MSP-1 - 
Fragments pi 9 erkennt und einem polyklonalen Semm, das das ER-Protein SecSlbeta 
erkennt (anti-ER-Marker), als erstem AntikOrper inkubiert, diese Qber CyS-konjugierte 
anti-Maus-IgG (erkennt mAk 6.2) bzw. FITC-konjuglerte anti-Kaninchen-IgG (erkennt 
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anti"Sec61beta) farblich markiert und anschlieBend im konfokalen Mikroskop analysiert. 
Wurden die Zellen mit rMVA-msp1d/38+42S bzw. rMVA-nnsp1d/38+42A infiziert und 
permeabiliziert. so kann das Signal fur MSP-1 D-38/42 (mAk 5.2) kolokallslert werden mit 
dem ER-Marker. Blieben die Zellen hingegen unversehrt, so wird MSP-1 D-38/42 nur im 
Fall der Infektion mit rMVA-msp1d/38+42A auf der Oberfiache der infizierten Zellen 
erkannt. Der ER-Marker fungierte hier als Kontrolle fOr die Unversehrthelt der 
Zellmembran. 

Abkurzungen: ER = Endoplasmatisches Retikulum; mAk= monoklonaler AntikOrper 

Fig. 3: Nachwels von MSP'1D-42 und MSP'1D'38/42 in mit rekombinanten MVA 
infizierten HeLa^Zeilen mittels Immunoblot 

A HeLa-Zellen wurden mit rMVA-msp1d/42S, rMVA-msp1d/42A, rMVA-msp1d/38+42S 
bzw. rMVA-msp1d/38+42A infiziert und uber Nacht Inkubiert. Proben des Oberstands 
und der zelluldren Fraktion wurden Qber SDS-Gel-Elektrophorese unter niciit 
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran transferiert und 
mittels mAb 5.2 als Erstantikorper nachgewiesen. Nur Chimare aus DAF-Signalsequenz 
und den entsprechenden MSP-1 D-Fragmenten lassen sich in den Oberstanden der 
infizierten Zellen nachweisen, wflhrend die intrazellulflre Expression in alien mit 
rekombinanten MVA infizierten Zellen ein Signal liefert. 



Fig. 4: Entviclclung der liumoralen lmmunantv\/ort nactn drei Immunisierungen mit 
rlVIVA''msp1d/42S bzw. rMVA'mspl€l/42A und einer Immunisierung mit MSP-ID- 
HX42 aus E. co/i 

In A ist die Analyse der humoralen Immnunantwort mittels ELISA mit rekombinant 
hergestelltem MSP-1 D-HX42 aufgereinigt aus E. coli als Antigen dargestellt. Die Kurven 
zelgen die p42 spezifische Antlkorperentwicklung, gemessen an der OD405 = 1. Die 
MSuse wurden jeweils im Abstand von drei Wochen mit 10^ lU (Erstimmunisierung, 
zeitgleich mit der Blutentnalime SO) bzw. 10® lU (1. und 2. Boost, zeitgleich mit SI und 
S2) riyiVA-msp1d/42S immunisiert. Zusatzlich wurde den Mausen nach weiteren vier 
Wochen je 6pg MSP-1 D-HX42 aus E. coli in unkompletten Freund'schem Adjuvans 
subcutan injiziert (eine Woche nach der Blutentnahme S3). SO bis S5 stellen die 
Zeitpunkte der Blutentnahme dar, dabei wurde das Blut SO bis S3 jeweils im Abstand 
von drei Wochen entnommen, die Entnahme von S4 und S5 erfolgte jeweils im Abstand 
von 4 Wochen. die Pfeile markieren die Zeitpunkte der Immunisierungen. Der Stern 
markiert die vierte Immunisierung mit MSP-1 D-HX42 aus E. coli. 
B zeigt die gleiche Analyse fDr die Immunisierung mit rMVA-msp1d/42A. 
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Fig. 5: Entwicklung der humoralen Immunantwort nach Immunisierungen mit 
rMVA-mspld/S bzw. rMVA-msp1d/83+30/38+42A in Kombination mit 
Immunisiening mitMSP-ID aus E. coli 

Die humorale Immunantwort wurde mittels ELISA unter Venvendung von rekombinant 
hergestelltem MSP-1D aufgereinigt aus E. co// als Antigen emiittelt. WIe In Fig.4 zeigen 
die Kurven die MSP-1 D-spezlfische AntlkOrperentwicklung, gemessen an der OD405 = 1. 
Die Mause wurden jeweiis im Abstand von 3 Wochen Immunlslert (in der Abbildung 
durch Pfeile gekennzeichnet). Die den Gruppen zugeordneten Immunisierungsstrategien 
setzten sich wie folgt zusammen: 

Gr. 1: 20 |jg I\/1SP-1D (Tag 0), 10® lU rMVA-msp1d/S (Tag 21), 5 MSiUse 

Gr. 2: 20 \ig MSP-1 D (Tag 0), 10® lU rMVA-mspld/A (Tag 21). 5 MSuse 

Gr. 3: 20 yig MSP-1 D (Tag 0), 10® lU rMVA-msp1d/S (Tag 21), 20 |jg MSP-1 D (Tag 42), 

10 Mduse 

Gr. 4: 20 |jg MSP-1 D (Tag 0). 10® lU rMVA-mspld/S (Tag 21), 10® lU rMVA-msp1d/S 
(Tag 42), lOMSuse 

Gr. 6: 20 ^g MSP-1 D (Tag 0), 10® lU rMVA-msp1d/83+30/38+42A (Tag 21). 20 |jg MSP- 
1 D (Tag 42) 9 Mause 

Gr. 6: 20 ng MSP-1 D (Tag 0). 10® lU rMVA-msp1d/83+30/38+42A (Tag 21). 10® lU 
rMVA-msp1d/83+30/38+42A (Tag 42). 10 M§use 

Gr. 7: 20 \^Q MSP-1 D (Tag 0). 10® lU rMVA-mspld/A (Tag 21), 20 pg MSP-1 D (Tag 42). 
5 Mduse 

Im folgenden werden rekomblnante Viren, welche zur Herstellung von MSP-1 in seiner 
Oberfiachen-verankerten Form fOhren, mit ,A" und solche zur Sekretlon von MSP-1 
durch .S" gekennzeichnet. 

Talielle 1 VollstSndige Liste der im Rahmen der Erfindung hergestellten Virus- 
Konstrukte: 



rMVA-mspId 



rMVA-msplf 



sekretiertes MSP-1 



rMVA-mspld/S 

rMVA-msp1d/83S 

rMVA-msp1d/83+30S 

rMVA-msp1d/42S 

rMVA-msp1d/38+42S 
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verankertes MSP-1 



Oberfiachen- 



rMVA-msp1d/A 

rMVA-msp1cl/83A 

rMVA-msp1cl/83+30A 

rMVA-msp1d/42A 

rMVA-msp1d/38+42A 

rMVA-msp1 d/83+30/38+42A 



rMVA-msplf/A 

rMVA-msp1f/83+30/38+42A 

rMVA-msp1f/38+42A 



Die Herstellung von MSP-1 bzw. der Fragmente und die Lokalisation der Proteine in der 
infizierten Zelle wurde mittels konfokaler MIkroskopie belegt und ist exemplarisch fOr die 
Infektion von HeLa-Zellen durcli rl\/IVA-msp1d/38+42S und ri\/IVA-msp1d/38+42A 
dargestellt (Fig. 2). 

Die Sekretion alien MSP-1 -Varianten aus mit rekombinanten MVA infizierten Zellen 
wurde Qber Immunoblot-Analysen zeiiuiarer Uberstdnde nachgewiesen und ist hier 
exemplarisclie fur rMVA-msp1d/42S und rMVA-msp1d/38+42S dargestellt (Fig. 3). 

AnschlieBend wurden die rekombinanten MVA in Immunlsierungsversuchen an Mausen 
auf ihre immunogene Wirkung bezuglich der humoralen Immunantwort untersucht. Dabei 
induzierten fur msp-1 rekombinanten MVA hohe Antikorpertiter gegen das 
Parasitenprotein, die uber ELISA bestimmt wurden. Die p42-spezifischen Antikorpertiter 
und das beobachtete, unterschiedliche Immunisierungspotentiai der durcli rekombinante 
MVA hergestellten Oberflachen-verankerten bzw. sekretierten Proteine wird 
exemplarisch fur Immunlsierungen mit rMVA-msp1d/42S und rMVA-msp1d/42A 
dargestellt (Fig. 4). 
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Anspruche: 
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1. Rekombinantes Virus auf MVA-Basis, vorzugsweise ein rekombinantes MVA-Virus, 
umfassend wenigstens eine ein Plasmodium fylciparum MSP-1 -Protein, eln 
Fragment Oder Mutein davon kodierende Nukleinsflure. 

2. Rekombinantes Vinjs nach Anspruch 1. dadurcli gekennzelciinet, dass das MSP-1 - 
Protein das MSP-1-Protein des Isolates 3D7 Oder das MSP-1-Protein des FCB1- 
Stammes ist. 

3. Rekombinantes Vims nach Anspmcii 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass das 
Fragment ausgewaiilt ist aus den Fragmenten p83, p30. p38, p33. p19 und p42 Oder 
Kombinationen davon. 

4. Rekombinantes Vims nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. 
dass sich das Mutein durch Addition, Deletion, Insertion, Inversion und/oder 
Substitution einer oder mehrerer Aminosauren von der MSP-1 -Sequenz 
unterscheidet. 

5. Rekombinantes Vims nach einem der Anpruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die MSP-1 kodierende Nukleinsaure gegenQber der Wildtyp-Sequenz in ihrem 
AT-Gehalt verringert ist. 

6. Rekombinantes Vims nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Nukleinsaure unter der Kontrolle eines Promoters steht. 

7. Rekombinantes Vims nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Nukleinsaure am 5^ Ende mit einer eine Signalpeptidsequenz kodierenden 
Nukleotidsequenz fusioniert Ist. 

8. Rekombinantes Vims nach Anspmch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Signalpeptidsequenz die Sekretion des Genpnoduktes steuert. 



9. Rekombinantes Vims nach Anspmch 7. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Signalpeptidsequenz die membranstdndige Lokalisiemng des Genproduktes steuert. 
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lO.Rekombinantes Vims nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet, dass die 
Signalsequenz die GPI-Veranl<erung des Genproduktes steuert. 

H.Verfahren zur Hersteilung eines rekombinanten Virus auf MVA-Basis, wobel das 
Verfahren die Schritte umfasst: 

a) Transfizieren einer eukaryontischen Wlrtszelle mit einem Transfervektor, wobei 
der Transfervektor 



i) eine ein Plasmodium falciparum MSP-1 -Protein, ein Fragment Oder ein 
Mutein davon kodierende Nukleinsaure umfasst, wobei das l\/Iuteln sich 
durch die Addition, Deletion, Insertion, Inversion und/oder Substitution 
einer oder mehrerer AminosSuren von der MSP-1 -Sequenz unterscheldet; 
und gegebenenfalls femer einen Selektionsmarker umfasst; 

ii) die Nukleinsaure nacii 1) von MVA-Sequenzen 5' und/oder 3' flankiert sind. 
wobei die Sequenzen zur homoiogen Rekombination In der Wirtszelle 
geeignet sind; 

b) Infizieren mit einem Virus auf l\/IVA-Basls, vorzugsweise MVA; 

c) Kultivieren der Wirtszelle unter zur homoiogen Rekombination geeigneten 
Bedingungen; und 



d) Isolieren des rekombinanten Virus auf MVA-Basis. 



12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Virus aus 
dem Kulturiiberstand oder den kultivierten Wirtszellen isoliert wird. 



13. Vakzin umfassend: 



a) das rekombinante Virus nach einem der AnsprQche 1 bis 9; und 



b) einen phannakologisch vertraglichen Trager. 
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14.Vakzin gemad Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Vakzin ferner als 
Bestandteil c) MSP-1, ein Fragment oder ein Mutein davon und/oder eine diese 
kodierende Nukleinsaure enthait. 



15. Vakzin gemsa Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestandteile a) und 
c) simultan, sequenziell oder getrennt verabreicht werden konnen. 

le.Verwendung des rekombinanten Virus gemaB einem der AnsprQche 1 bis 9 zur 
Prophylaxe und/oder Therapie von l\/lalaria. 

17. Verwendung des rekombinanten Virus gemail einem der AnsprQche 1 bis 8 und von 
MSP-1 , eines Fragmentes oder eines Muteins davon und/oder eine diese kodierende 
Nukleinsaure zur Prophylaxe und/oder Therapie von Malaria. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 03/10723 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchiertar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemflB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestlmmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 



Obwohl die AnsprQche 16 and 17 s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tlerischen Korpers bezlehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusammensetzung. 



well sfe sich auf Telle der intemationalen Anmeldung bezlehen, die den vorgeschrlebenen Anfordeningen so wenig entspiechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefQhrt werden l<ann, ndmlich 



well 89 sich dabei urn abhdngige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafJt slnd. 



FekJ II Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



IDIe Internationale RecherchenbehOrde hat f^stgestellt, daB diese Intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait 



t . I I Da der Anmelder alle erfordertlchen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzettig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
* — I intemationale Recherchertbericht auf aile recherchlerbaren AnsprQche. 



I I Da fQr aSe recherchleibaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eIne 
' — > zusatzBche RecherchengebOhr gerechtfertigt hStte. hat die BehOrde nicht zur Z^lung einer solchen GebOhr aufgsfdrdert 



Da der Anmelder nut einlge der erforderllchen zusatzllchen RecherchengebQhren rechtzeitlg entrlchtet hat, erstreckt sich 
' — ' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche. fOr die GebQhren entrlchtet worden slnd. ndmllch auf die 
AnsprQche Nr. 



1 I Der Anmekler hat die erfdrderilchen zusdtzllchen RecherchengebQhren nteht rec^tzeltlg entrlchtet Der intemationale Recher- 
chenbericht beschr^nkt sich daher auf die In den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden AnsprQchen er- 
fast 




well sie sich auf Gegenstdnde bezlehen, zu deren Recherche cOe Beh6rde nicht verpflichtet ist, ndmlich 





Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs 





Die Z^hiung zusdtzllcher RecherchengebQhren erldlgte ohne Wlderspruch. 
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